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(54) l itre: NANOSPHERES COMPOSITES ETLEURS CONJUGUES AVEC DES BIOMOLECULES 

(57) Abstract: The invention concerns composite nanospheres having a diameter ranging between about 50 and 1000 run plus or 
^"2 minus 5 %, preferably between about 100 and 500 nm plus or minus 5 % and advantageously between 100 and 200 nm plus or minus 

5 %, and comprising an essentially liquid core consisting of an organic phase and inorganic nan op articles, distributed inside the 
^_ organic phase, and a skin consisting of at least a hydrophilic polymer derived from the polymerisation of at least one water soluble 
f«q monomer, in particular N-alkylacrylamide or a N-N-dialkylacrylamide; conjugates derived from said nanospheres; their preparation 
C^l methods and their uses. 



(57) Abrege: Nanospheres composites presentant un diametre compris entre environ 50 et 1000 nm plus ou moins 5%. de prefe- 
rence entre environ 100 et 500 nm plus ou moins 5% et avantageusement entre 100 et 200 nm plus ou moins 5%, et comprennant: un 
coeur essentiellement liquide consume' d'une phase organique et de nanoparticules inorganiques, distribuees a l'interieur de la phase 
organique, et une enveloppe constituee au moins d'un polymere hydrophile qui est issu de la polymerisation d'au moins un mono- 
mere hydrosoluble, en particulier un N-alkylacrylamide ou un N-N-dialkylacrylamide ; conjugues derives desdites nanospheres; leur 
precede" de preparation et leurs utilisations. 
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NANOSPHERES COMPOSITES ET LEURS CONJUGUES AVEC DES BIOMOL£CULES 

La microencapsulation est un procede utilise pour I'obtention de 
petites particules solides enrobees par au moins une couche de polymere. Ce 
procedS a notamment ete utilise pour I'obtention de poudres inorganiques 
revetues d'une couche d'un polymere organique. De tels systemes sont 
supposes presenter des proprietes differentes de la somme des proprietes des 
composants individuels, en particulier de meilleures proprietes mecaniques. Les 
procedes de microencapsulation ont notamment ete utilises dans le domaine de 
la preparation de pigments, d'encres, de plastiques et de pemtures. Une des 
applications les plus importantes de particules et pigments encapsules est 
trouvee dans le domaine des peintures en emulsion. Mais quand les particules 
inorganiques obtenues par encapsulation sont magnetisables, cela ouvre des 
voies particulates dans le domaine de la biologie, par exemple grace au 
couplage de proteines ou d'anticorps sur les particules encapsulees pour une 
utilisation dans des essais de diagnostic. De telles particules sont egalement 
utilisees dans des procedes de separation biochimique. D'une maniere generate 
les particules encapsulees presentent un interet comme support, vecteur ou 
vehicule dans les domaines de t'ingenierie biologique, du diagnostic et de la 
pharmacie. A cet effet, elles ont ete utilisees dans le diagnostic medical comme 
support solide pour des macromolecules biologiques. 

Les, particules colloidales presentent plusieurs avantages par rapport 
aux supports solides traditionnels. tels que tubes et plaques, notamment parce 
qu'elles permettent de disposer d'une grande surface pour des .nteractions 
specifiques et parce qu'elles sont facilement modifiables chimiquement pour 
introduire a leur surface des groupements fonctionnels susceptibles de reagir 
avec d'autres molecules, par exemple des molecules biologiques telles que des 
anticorps ou des fragments d'anticorps, des proteines, des polypeptides, des 
polynucleotides, des acides nucleiques, des fragments d'ac.des nucleiques, des 
enzymes ou des molecules chimiques telles que des catalyseurs, des 
medicaments, des molecules cages, des chelatants. 
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Parmi les particules colloYdales, les latex magnetiques ont suscite un 
grand interet dans le domaine analytique et sont utilises par exemple comme 
moyen pour separer et/ou detecter des analytes. tels que des antigenes, des 
anticorps, des molecules biochimiques, des acides nucleiques et autres. 

Les particules composites de type polymere/magnetique sont 
habituellement classees en trois categories sur un critere de taille: les petites 
particules ayant un diametre inferieur a 50 nm, les grosses particules ayant un 
diametre superieur a 2 //m et les particules intermediates d'un diametre compris 
entre 50 et 1000 nm. 

Mais pour qu'elles puissent etre considerees comme de bons 
candidats, en particulier pour une application diagnostique, elles doivent 
repondre a certains criteres. D'un point de vue morphologique, il est preferable 
qu'elles soient relativement spheriques et que la charge magnetique soit repartie 
de facon relativement homogene dans la matrice polymere. Elles ne doivent pas 
s'agreger de maniere irreversible sous faction d'un champ magnetique, ce qui 
signifie qu'elles puissent etre redispersees facilement. rapidement et de maniere 
reversible. De meme, elles doivent presenter une densite relativement faible 
pour reduire le phenomene de sedimentation. Avantageusement, elles doivent 
presenter une distribution granulometrique etroite. On parle encore de particules 
monodisperses ou isodisperses. 

Ainsi, en raison de leur taille et de leur densite, les grosses particules 
magnetiques en suspension dans une phase liquide ont tendance a rapidement 
s6dimenter. Par ailleurs, elles tendent a s'agreger apres avoir ete soumises a un 
champ magnetique car elles sont susceptibles d'avoir ete de ce fait magnetisees 
de maniere permanente. On parle d'aimantation remanante. Elles ne constituent 
done pas un bon candidat. 

A contrario, les petites particules magnetiques ont tendance a rester 
en suspension du fait de leur mouvement Brownicn et sont difficilement attirees, 
voire pas du tout, par un aimant, en particulier si le champ magnetique applique 
est relativement faible. Elles ne sont done pas bien appropriees pour les 
utilisations developpees ci-dessus. 
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II existe done un interet evident a produire des particules composites 
de type polymere/magnetique, presentant une taille intermediate entre 50 et 
1000 nm, qui a la fois pallient les inconvenients precites et repondent 
notamment aux criteres etablis ci-dessus. Mais ('invention n'est pas limitee a 

5 des particules composites magnetisables, comme decrit ci-apres. 

On peut citer les particules Dynal (nom commercial). Ces particules 
sont des microspheres constitutes d'un cceur poreux de polystyrene et 
d'oxydes de fer, les oxydes de fer ayant ete deposes par impregnation au 
niveau des pores disponibles a la surface du polystyrene, et d'une enveloppe en 

10 un autre polymere qui encapsule les oxydes de fer des microspheres poreuses. 
Elles presentent un diametre respectivement de 2,8 pvn (particules M280) et de 
4,5 fjm (particules M450) et sont relativement uniformes en taille. Elles sont 
done considerees comme des particules isodisperses mais en ratson de leur taille 
elevee presentent les inconvenients precites, principalement le phenomene de 

15 sedimentation. De plus, leur surface specifique est faible. 

La demande de brevet EP 0 390 634 decrit des microspheres 
composites magnetisables de polymere vinylaromatique reticule hydrophobe 
d'un diametre de I'ordre de 50 a 10 000 nm et comprenant un cceur solide 
constitue de particules magnetisables et une ecorce constitute d'un copolymere 

20 hydrophobe derive d'au moins un monomere vinylaromatique hydrophobe et 
d'au moins un polymere emulsifiant polyethyleniquement insature soluble dans 
le ou les monomeres viny laromatiques et susceptible de reticuler avec le ou 
iesdits monomeres. Toutefois, bien qu'elles puissent repondre a I'exigence de la 
taille. elles presentent I'inconvenient de ne pas avoir une repartition uniforme de 

25 la charge magnetique qui est localisee a I'interieur du cceur. Par ailleurs, et 
comme cela ressort a I'evidence des figures annexees dans ce brevet, les 
particules ne sont pas homogenes en taille. II s'agit done d'un ensemble de 
particules polydisperses qui devront etre fractionnees pour ne retenir que les 
particules de taille attendue. Enfin, du fait que les particules magnetisables a 

30 I'interieur du cceur solide sont orientees de maniere aleatoire et figees dans leur 
orientation, le moment magnetique resultant des microspheres composites 
correspond done a la somme algebrique des moments des particules 
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magnetisables avec, par voie de consequence, une diminution du moment 
resultant lie a cette distribution aleatoire des particules a I'interieur du coeur 
solide. 

Comme on le verra ct-dessous, une des caracteristiques des 
5 nanospheres composites de i'invention, quand elles sont magnetiques, est que 
les nanoparticules dispersees a I'interieur du cceur essentiellement liquide sont 
suffisamment mobiles pour que leur moment magnetique resultant facilite une 
separation sous Taction d'un champ magnetique. meme faible, ce qui presente 
un avantage incontestable par rapport aux particules magnetiques a cceur solide 
10 du type de celles decrites dans la demande de brevet EP.O 390 634. Ceci est 
particulierement avantageux quand la teneur en nanoparticules magnetique est 
faible. 

L'invention concerne done de nouvelles nanospheres composites 
encapsulees qui pallient les inconvenients precites. 

15 Les nanospheres composites encapsulees de l'invention contiennent 

au niveau de leur coeur une charge de matiere inorganique repartie 
uniformement a I'interieur de cceur, elles sont isodisperses en taille et sont 
susceptibles d'etre utilisees dans des domaines aussi divers que la biologie, en 
particulier pour le diagnostic, la preparation de peintures, d'encres ou autres. 

20 Les nanospheres composites de I'invention presentent un diametre 

compris entre environ 50 et 1000 nm plus ou moins 5%, de preference entre 
environ 100 et 500 nm plus ou moins 5% et avantageusement entre 100 et 200 
nm plus ou moins 5% et comprennent : 

- un cceur essentiellement liquide constitue d'une phase organique et 
25 de nanoparticules inorganiques distributes de maniere homogene a 

I'interieur de la phase organique, et 

- une enveloppe constitute au moins d'un polymere hydrophile qui 
est issu de la polymerisation d'au moins un monomere hydrosoluble, en 
particulier un N-alkylacrylamide. un N-N-dialkylacrylamide et plus 

30 particulierement le N-isopropylacrylamide (NIPAM). le N-methylacrylamide, le N- 
ethylmethacrylamide. le N-n-propylacrylamide, le N-n-propylmethacrylamide, le 
N-isopropylmethacrylamide, le N-cyclopropylacrylamide, le N,N- 



WO 01/33223 



PCT/FR00/03085 



diethylacrylamide. le N-methyl-N-isopropylacrylamide, le N-methyl-N-n- 
propylacrylamide. 

Plus ou moins 5% signifie que le diametre moyen en volume est 
defini a plus ou moins environ 5% pres. La taille est mesuree par diffusion de la 
5 lumiere. 

Le coeur essentiellement liquide comprend : 

- (i) un hydrocarbure aliphatique ou cyclique choisi parmi les 
composes comprenant de 5 a 12 atomes de carbone, leurs isomeres et leurs 
melanges. De preference, I'hydrocarbure est choisi parmi le pentane, I'hexane, 

10 I'heptane, I'octane. le nonane, le decane, le undecane et le dodecane, etant 
entendu qu'il est a la portee de I'homme du metier d'adapter les conditions de 
polymerisation du procede d'obtention en fonction du choix du ou des 
hydrocarbure(s) retenu(s). En particulier, quand la polymerisation est effectuee 
par une elevation de temperature, le montage reactionnei devra etre adapte aux 

15 hydrocarbures volatils, tels que le pentane, et a la nature de I'amorceur de 
polymerisation choisi, 

- (ii) des nanoparticules inorganiques choisies parmi les oxydes 
metalliques de fer, de titane, de cobalt, de zinc, de cuivre, de manganese, de 
nickel ; la magnetite ; I'hematite, les ferrites tetles que les ferrites de 

20 manganese, nickel, manganese-zinc; les alliages de cobalt, nickel ; les zeolites ; 
le talc ; les argiles telles que bentonite et kaolin ; I'alumine ; la silice ; le 
graphite ; le noir de carbone ou autres materiaux inorganiques. De preference, 
les materiaux inorganiques sont choisis parmi les oxydes metalliques de fer. de 
titane, de cobalt, de zinc, de cuivre, de manganese, de nickel ; la magnetite ; 

25 I'hematite, les ferrites telles que les ferrites de manganese, nickel, manganese- 
zinc; les alliages de cobalt, nickel. 

Le cceur ainsi defini peut de plus comprendre un marqueur, tel qu'un 
marqueur fluorescent, luminescent ou radioactif, etant entendu que le marqueur 
est introduit lors de la preparation de ('emulsion telle que decrite dans I'exemple 

30 1 qui suit. 

Les nanoparticules inorganiques representent de 5 a 95%, de 
preference de 10 a 90%, de maniere encore plus preferee de 20 a 80% et 
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avantageusement de 50 a 80% en masse par rapport a la masse totale des 
nanospheres composites. 

Dans un mode de realisation de I'invention, I'enveioppe comprend un 
polymere hydrophile tel que defini ci-dessus qui constitue une couche externe 
de ladite enveloppe et un polymere hydrophobe qui constitue une couche 
interne de ladite enveloppe, situee a I'interface entre la couche externe de 
I'enveioppe et le cceur essentiellement liquide. 

Le polymere hydrophobe est choisi parmi les homopolymeres de 
monomeres vinylaromatiques insolubles dans I'eau, tels que styrene, 
methylstyrene, ethylstyrene, tertio-butyl-styrene, vinyltoluene, ainsi que les 
copolymeres de ces monomeres entre eux et/ou avec d'autres comonomeres, 
tels que les acrylates d'alkyle et les rriethacrylates d'alkyle dans lequels le 
groupement alkyle comprend de 3 a 10 atomes de carbone, les esters d'acides 
ethyleniques possedant 4 ou 5 atomes de carbone et d'alkyle possedant 1 a 8 
atomes de carbone, les acides methacryliques, les derives styreniques, les 
composes dieniques. 

Les nanospheres composites de Tinvention trouvent notamment des 
applications dans les domaines de la peinture, des encres, des plastiques et, 
quand elles sont fonctionnalisees, dans des domaines divers de la biologie, en 
particulier pour la separation de molecules biologiques ou biochimiques, pour 
des essais de diagnostic, pour la preparation de compositions therapeutiques, 
prophylactiques ou cosmetiques. 

Aussi, dans un mode de realisation de I'invention les nanospheres 
composites presentent a la surface de I'enveioppe des groupements 
fonctionnels susceptibles d'interagir avec des molecules, par exemple des 
molecules biologiques, lesdits groupements fonctionnels etant apportes (i) soit 
par un traitement de la surface de I'enveioppe, par exemple chimique tel que par 
hydrolyse ou greffage de groupements fonctionnels, (ii) soit par addition d'au 
moins un* monomere fonctionnel, tel que acide methacrylique, acide acrylique, 
acide etaconique, aminoethylmethacrylate, aminopropylmethacrylamide, (iii) soit 
par addition d'un amorceur fonctionnel, tel que le dimethyl 2,2'-azobis(2- 



WO 01/33223 



7 



PCT/FROO/03085 



methylpropionate), le 4,4'-azobis(4-acide cyanovalerique} et le 2,2'-azobis<2- 
cyanopropanol). 

Les nanospheres composites ainsi fonctionnalisees peuvent etre 
utilisees pour la concentration d'acides nucleiques selon le protocole decrit dans 
5 ta demande de brevet EP 0 842 1 84 ou pour la concentration de proteines 
conformement au protocole decrit dans la demande de brevet WO 99/35500. 

Ainsi, les nanospheres composites de I'invention peuvent etre 
fonctionnalisees et presenter a la surface de I'enveloppe des groupements 
fonctionnels reactifs, tels que des groupements carboxylique, amine, thiol, 
10 hydroxyl, tosyl, hydrazine, susceptibles de reagir avec au moins un ligand. 

Les nanospheres composites fonctionnalisees ainsi formees seront 
susceptibles d'immobiliser un ligand, par exemple une molecule biologique, telle 
qu'un anticorps, un fragment d'anticorps, une proteine, un polypeptide, une 
enzyme, un polynucleotide, une sonde, une amorce, un fragment d'acide 
15 nucleique ; des molecules chimiques, telles que des polymeres chimiques, des 
substances medicamenteuses, des molecules cages, des agents chelatants, des 
catalyseurs, la biotine. 

La presente invention a egalement pour objet des conjugues derives 
des nanospheres composites de ('invention couples a au moins un ligand tel que 
20 defini ci-dessus et leurs utilisations. 

A titre d'exemple, lesdits conjugues sont utilises dans des tests 
immunologiques pour la detection et/ou la quantification de proteines, 
d'antigenes, d'anticorps dans un echantillon biologique ou dans des essais 
utilisant la technologie des sondes pour la detection et/ou la quantification d'un 
25 acide nucleique ou d'un fragment d'acide nucleique dans un echantillon 
biologique. L'utilisation de sondes pour la detection et/ou la quantification d'un 
acide nucleique dans un echantillon est bien connue de I'homme du metier et on 
peut citer a titre d'illustration la technique d'hybridation sandwich. De meme, 
les conjugues de I'invention peuvent etre utilises comme « agents porteurs 
30 d'amorces » pour une reaction d'amplification d'acides nucleiques dans un 
echantillon, par exemple par PCR (Polymerase Chain Reaction) ou toute autre 
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technique d'amplification appropriee, permettant ainsi la detection et/ou la 
quantification d'acides nucleiques dans I'echantillon biologique. 

La presente invention a done egalement pour objet un reactif et une 
composition diagnostiques comprenant entre autre lesdites nanospheres 
5 composites ou lesdits conjugues et I'utilisation dudit reactif dans un essai 
analytique, par exemple pour la concentration de proteines ou d'acides 
nucleiques ou encore dans un essai diagnostique . 

Les conjugues trouvent egalement une application dans le domaine 
therapeutique ou prophylactique comme vehicule ou vecteur d'une substance 
10 medicamenteuse. d'un agent reparateur de genes defectueux, d'un agent 
susceptible de bloquer ou d'inhiber I'expression d'un gene, tel qu'une sonde 
anti-sens en therapie ou d'un agent susceptible de bloquer ou d'inhiber I'activite 
d'une proteine et de ce fait ils peuvent etre utilises dans une composition 
therapeutique ou prophylactique. 
15 Ainsi, les conjugues de I'invention sont susceptibles de vehiculer une 

substance medicamenteuse dans une composition therapeutique ou 
prophylactique qui comprend ledit conjugue en association avec un adjuvant 
et/ou diluant et/ou excipient approprie et pharmaceutiquement acceptable, ladite 
substance medicamenteuse etant capable d'etre relarguee in vivo. Les 
20 definitions des excipients et adjuvants pharmaceutiquement acceptables sont 
decrits par exemple dans Remington's Pharmaceutical Sciences 1 6 ,h ed., Mack 
Publishing Co. 

Les conjugues de I'invention sont egalement susceptibles de 
vehiculer un gene d'interet therapeutique codant pour au moins une proteine 

25 d'interet ou un fragment d'une proteine d'interet, etant entendu que par 
proteine on entend a la fois une proteine dans sa definition la plus generalement 
utilisee et un anticorps. Bien entendu, un tel conjugue est incorpore dans une 
composition therapeutique ou prophylactique qui comprend egalement les 
elements necessaires a I'expression dudit gene d'interet therapeutique. 

30 Les conjugues de I'invention sont egalement utilisables, quand 

incorpores dans une composition therapeutique ou prophylactique, pour le 
transfert in vivo de sondes ou oligonucleotides anti-sens. Les anti-sens sont 
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capables d'interferer specifiquement avec la synthese d'une proteine cible 
d'interet, par inhibition de la formation et/ou du fonctionnement du polysome 
selon le positionnement de I'ARNm dans la cible. Done le choix frequent de la 
sequence entourant le codon d'initiation de la traduction comme cibie pour une 
5 inhibition par un oligonucleotide anti-sens vise a prevenir la formation du 
complexe d'initiation. D'autres mecanismes dans I'inhibition par des 
oligonucleotides anti-sens impliquem une activation de la ribonuclease H qui 
digere les hybrides oligonucleotide anti-sens/ARNm ou une interference au 
niveau de sites d'epissage par des oligonucleotides anti-sens dont la cible est un 

10 site d'epissage de I'ARNm. Les oligonucleotides anti-sens sont egalement 
complementaires de sequences ADN et peuvent done interferer au niveau de la 
transcription par la formation d'une triple helice, I'oligonucleotide anti-sens 
s'appariant par des liaisons hydrogene dites de Hoogsteen au niveau du grand 
sillon de la double helice d'ADN. Dans ce cas particulier, on parle plus 

15 precisement d'oligonucleotides antigenes. II est bien entendu que les 
oligonucleotides anti-sens peuvent etre strictement complementaires de la cible 
ADN ou ARN a laquelle ils dotvent s'hybrider, mais aussi non strictement 
complementaires a la condition qu'ils s'hybrident a la cible. De meme, il peut 
s'agir d'oligonucleotides anti-sens non modifies ou modifies au niveau des 

20 liaisons inter-nucleotidiques. Toutes ces notions font partie des connaissances 
generales de I'homme de I'art. 

La presente invention concerne done une composition therapeutique 
comprenant, entre autres, un conjugue vecteur d'un oligonucleotide anti-sens tel 
que definis ci-dessus. 

25 Enfin, les conjugues sont egalement susceptibles de former des 

complexes du type molecule cage/cryptate, chelatant/molecule chelatee ou de 
servir de vehicule pour des catalyseurs dans une application chimique. 

Les nanospheres composites et les conjugues de I'invention sont 
obtenus par un procede d'encapsulation par polymerisation d'une emulsion 

30 selon le protocole decrit dans les exemples qui suivent et I'invention concerne 
egalement un tel procede de preparation. 
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Selon le procede de I'invention, <i) on dispose d'une emulsion de 
depart stable et isodisperse constituee de deux phases non misctbles, une phase 
A hydrophobe constituee de gouttelettes contenant des nanoparticules 
inorganiques dispersees de maniere homogene dans une phase organique 
5 contenant un agent tensio actif. ladite phase A etant dispersee dans une phase 
B hydrophile, (ii) on introduit dans la phase hydrophile B au moins un monomere 
hydrosoluble, un agent de reticulation hydrosoluble et un amorceur de 
polymerisation hydrosoluble, et (iii) on polymerise le monomere hydrosoluble en 
presence de I'agent de reticulation et de I'amorceur. 

10 Dans un mode de realisation de I'invention, prealablement a 1'etape 

(ii) on introduit dans la phase hydrophile au moins un monomere hydrophobe et 
un premier amorceur de polymerisation hydrosoluble, puis on realise I'addition 
dans la phase hydrophile d'au moins le monomere hydrosoluble et de I'agent de 
reticulation et eventuellement, si necessaire, un deuxieme amorceur de 

15 polymerisation hydrosoluble qui est identique ou different du premier amorceur, 
etant entendu que I'addition d'un deuxieme amorceur de polymerisation n'est 
utile que si la quantite du premier amorceur de polymerisation est limitee ou 
insuffisante pour conduire a bien la polymerisation complete. La quantite totale 
d'amorceur est comprise entre 1 et 10% molaire, de preference entre 1 et 5% 

20 molaire par rapport a la concentration totale en monomeres. 

L'amorceur hydrosoluble est choisi parmi les sels de peroxydisulfate, 
c'est a dire les persulfates, tels que le persulfate de potassium, le persulfate de 
sodium et le persulfate d'ammonium ; les hydroperoxydes, tels que, 
I'hydroperoxyde de cumene ; le peroxyde d'hydrogene ; I'hydrochlorure de 2-2'- 

25 azobis-amidinopropane, le dimethyl 2. 2'-azobis(2-methylpropionate), le 4,4'- 
azobis(4-acide cyanovalerique) et le 2, 2'-azobis(2-cyanopropanoi). Parmi ceux 
ci, le dimethyl 2,2'-azobis(2-methylpropionate), le 4,4'-azobis{4-acide 
cyanovalerique) et le 2,2'-azobis(2-cyanopropanol) sont des amorceurs 
fonctionnels. Les persulfates sont des amorceurs solubles dans I'eau. Une 

30 decomposition sous Taction de la chaleur genere des anions a radicaux sulfate 
qui contriburont a charger la nanosphere. Le peroxyde d'hydrogene se 
decompose dans I'eau pour former des radicaux hydroxyles qui ne sont pas 
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charges. Les hydroperoxydes sont solubles a la fois en phase aqueuse et dans 
des particules constitutes de monomeres. La decomposition des 
hydroperoxydes genere un hydroxyle et un autre radical oxygene qui se 
partageront dans une des phases en fonction du type de peroxyde utilise. 
L'hydroperoxyde de cumene dans le cas de la polymerisation de styrene est 
suppose se decomposer au niveau de I'interface entre la particule de 
monomeres et I'eau, les radicaux hydroxyles entrent dans la phase aqueuse et 
les radicaux non polaires diffusent vers la particule. De la nature cationique ou 
anionique de I'amorceur dependra le caractere cationique ou anionique de la 
nanosphere composite de I'invention et du conjugue resultant. 

L'agent amorceur est introduit dans la phase hydrophile soit 
simultanement a I'introduction des monomeres, soit prealablement a leur 
introduction, soit encore posterieurement a leur introduction. 

Le monomere hydrosoluble et ia monomere hydrophobe repondent 
aux definitions donnees precedemment. 

L'agent de reticulation hydrosoluble . est choisi parmi le N,N'- 
methylenebisacrylamide (MBA) et Methylene glycol dimethacrylate. 

La phase organique hydrophobe A est une phase comprenant un 
hydrocarbure aliphatique ou cyclique choisi parmi les composes comprenant de 
5 a 12 atomes de carbone, leurs isomeres et leurs melanges. En particulier, 
I'hydrocarbure est choisi parmi le pentane, I'hexane, I'heptane, I'octane, le 
nonane, le decane, le undecane, le dodecane, etant entendu que lorsque la 
polymerisation est effectuee par elevation de la temperature, I'homme du metier 
doit adapter le montage reactionnel a des composants volatils, tels que le 
pentane, et a la nature de I'amorceur de polymerisation choisi. La phase B est 
une phase aqueuse, telle que de I'eau. 

La polymerisation est effectuee de preference par elevation de la 
temperature jusqu'a environ 60 a environ 90°C, de preference a environ 70°C, 
en presence de I'amorceur de polymerisation, etant entendu que les conditions 
de polymerisation seront determinees par I'homme du metier en fonction de la 
nature de I'amorceur choisi ; ou par photochimie a I'aide de rayonnements, tels 
que des rayonnements UV ou un faisceau laser ou d'autres sources d'energie. 
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Exemple 1 : 

5 Une emulsion de depart stable et isodisperse a ete preparee 

conformement a I'un ou I'autre des protocoles decrits dans cet exemple. 

(i) L'emulsion primaire a ete preparee a I'aide d'un procede 
d'emulsification en incorporant progressivement. tout en cisaillant a I'aide d'un 
moulin colloidal (Ika : nom commercial), la phase dispersee, formee de 45% en 

io poids d'oxydes de fer dans de I'octane, a la phase continue formee de dodecyl 
sulfate de sodium a une concentration de 50% en poids dans I'eau jusqu'a 
I'obtention de fractions comprenant de 80% en poids de ferrofluide organique. 
Le melange ainsi defini a ete fragmente dans une couette de type PG398 a un 
taux de cisaillement prealablement determine. L'emulsion primaire ainsi preparee 

15 est une emulsion polydisperse caracterisee par une distribution large du 
diametre des gouttelettes qui est ensuite traitee par des tris magnetiques 
successifs pour I'obtention de l'emulsion de depart isodisperse en taille. 

(ii) L'emulsion primaire a ete preparee a I'aide d'un procede 
d'6mulsification en ajoutant rapidement la phase dispersee, formee d'octane, de 

20 73% en poids d'oxydes de fer et d'un agent tensio-actif lipophile de type 
monoglycerol ou polyglycerol de polyrisinoleate (1 a 10% en poids), a la phase 
continue formee de tensio-actif de type tergitol NP10 (31% en poids) grace a 
une spatule. Le melange ainsi defini est ensuite fragmente dans une couette de 
type PG398 a un taux de cisaillement prealablement defini. L'emulsion primaire 

25 ainsi preparee est une emulsion relativement isodisperse caracterisee par une 
distribution faible du diametre des gouttelettes qui est ensuite traitee par des tris 
magnetiques successifs pour I'obtention de l'emulsion de depart isodisperse en 
taille. 

30 Exemple 2 : 

Dans un ballon de polymerisation de 25 mi, sont verses 20ml 
d'6mulsion (1% en poids dispersee dans du dodecylsulfate de sodium (SDS)a 



BNSDOCtD: <WO 0133223A1J_j 



WO 01/33223 



PCT/FR00/03085 



0.8 fois la concentration micellaire critique (CMC) et dans I'eau). La solution est 
degazee par bullage sous azote pour chasser I' air pendant 9 heures. 24 fj\ de 
monomeres styrene et 4,3 mg de I'amorceur persulfate de potassium soiubilise 
dans 0,4 ml d'eau sont introduits et le melange est garde sous agitation pendant 
2 heures. La temperature est ensuite elevee a 70°C, sous agitation pendant 20 
minutes. Le melange (280 mg de N-isopropylacrylamide soiubilise dans 1 ml 
d'eau, 1 1 mg de methylene bisacrylamide soiubilise dans 0,4 ml d'eau, 30 p\ 
d'acide methacrylique) est introduit sur une periode de 30 minutes. La 
polymerisation est conduite pendant 12 heures sous atmosphere d'azote et a 
une temperature de 70°C. La presence de groupements fonctionnels est 
assuree par I'acide methacrylique. 

Le latex magnetique final presente les caracteristiques suivantes a 
20°C: Le diametre determine par diffusion de lumiere est de 192 nm plus ou 
moins 5 nm. Le taux d'oxyde de fer est d'environ 75%. 

Exemple 3 : 

Dans un reacteur de polymerisation de 50 ml, sont verses 1 5 ml 
d'emulsion (0,7% dispersee dans du SDS a 1 fois la CMC et dans I'eau). La 
solution est degazee par bullage sous azote pendant 3h:30 min. 7 pi de 
monomeres styrene et 2 fj\ d'acide methacrylique sont introduits et le melange 
est garde sous agitation pendant 20 minutes. L'amorceur (persulfate de 
potassium, 2 mg), soiubilise dans 0, 1ml d'eau est introduit et la solution est 
homogeneisee pendant 10 minutes. La temperature est ensuite elevee a 70°C, 
sous agitation pendant 25 minutes. Le melange suivant (80 mg de N- 
isopropylacrylamide soiubilise dans 0,5 ml d'eau, 6 p\ d'acide methacrylique, 4 
//I de styrene) est introduit comme suit : 

Introduction de 200 ij\ de melange et homogeneisation pendant 30 
minutes suivie d'une introduction de 200 /vl de melange et homogeneisation 
pendant 30 minutes avant d'introduire les autres composants du melange. La 
reaction de polymerisation est conduite sous agitation 300 tpm pendant 16 
heures sous atmosphere d'azote et a une temperature de 70°C. La presence de 
groupements fonctionnels est assuree par I'acide methacrylique. 
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Le latex magnetique final presente les caracteristiques suivantes: un 
diametre de 187 nm a 20°C plus ou moins 5 nm determine par diffusion de 
lumiere et un taux d'oxyde de fer d'environ 70%. Potentiel zeta -50 mV a pH 10 
et 0 mv a pH 4,5. 

5 

Exemple 4 : 

Dans un ballon de polymerisation de 50 ml sont introduits 15 ml de 
d'une emulsion (0,7% dispersee dans I'eau a 1 fois la CMC en triton X405). 
Cette emulsion est prealablement degazee par bullage sous azote pendant 5 

10 heures. 7 p\ de monomeres styrene et de 2 mg de N-(3- 
aminopropyUmethacrylamide solubilise dans 0,2ml d'eau sont introduits. Le 
melange est homogeneise pendant 25 minutes avant d'introduire 2 mg de 
I'hydrochlorure de 2-2'-azobis-amidinopropane, I'amorceur, solubilise dans 0,2 
mi d'eau. Apres homogeneisation de 20 minutes, la temperature est elevee a 

15 70°C pendant 25 minutes et le melange suivant (80 mg de N- 
isopropylacrylamide solubilise dans 0,5 ml d'eau, 2 mg de methylene 
bisacrylamide solubilise dans 0,1 ml d'eau. 6 mg de N-(3- 
aminopropyDmethacrylamide solubilise dans 0,1 ml d'eau) est introduit comme 
de la facon suivante : 

20 Introduction de 0,2 ml de melange et homogeneisation pendant 20 

minutes, introduction de 0,2 ml de melange et homogeneisation pendant 30 
minutes, introduction du reste du melange. 

La reaction de polymerisation est conduite sous agitation 300 tpm 
pendant 16 heures sous atmosphere d'azote et a une temperature de 70°C. La 

25 presence de groupements amines est assuree par le N-(3- 
aminopropyl)methacrylamide. 

Le latex magnetique final presente les caracteristiques suivantes: 
un diametre de 187 nm plus ou moins 5 nm a 20°C determine par diffusion de 
lumiere et un taux d'oxyde de fer de I'ordre de 70%. Potentiel zeta +50 mV a 

30 pH4, -50 mV a pH 10. 
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A 240 fj\ d'un latex magnetique a 3%. obtenu comme decrit 
precedemment, sont ajoutes successivement, 60 p\ de Tween 20 (1%). 636 p\ 
de tampon phosphate (10 mM a pH 6.9). 60 p\ de N-(3-dimethylaminopropyl)- 
N'-ethylcarbodiimidedihydrochlorure (25 mg/ml), 156 p\ de N- 
5 hydroxysulfosuccinimide (25 mg/ml) et de la streptavidine (48 ./vl a 1 mg/ml). 

Le melange est incube pendant une heure a temperature ambiante et 
les particules sont ensuite concentrees par application d'un champ magnetique, 
puis redispersees dans le tampon contenant du tensio-actif (phosphate 10 mM, 
pH 6,9 + Tween 20 0,05%). 

10 9,9 pi d'un oligonucleotide biotinyle (ODN) de 17 mers presentant 

une masse de 5753 g/mole a une concentration de 338 nmoles/ml) sont ajoutes 
a 400 pi de particules recouvertes de streptavidine synthetisees precedemment 
pour constituer te temoin positif. 20 pi d'un oligonucleotide non biotinyle et non 
amine de 17 mers (masse : 6452 g/mole a une concentration de 167 nmoles/ml) 

15 sont ajoutes a 400 pi de particules recouvertes de streptavidine synthetisees 
precedemment pour constituer le temoin negatif. 

Les deux temoins sont incubes 30 minutes a temperature ambiante, 
separes trois fois et redisperses la premiere fois avec un tampon basique 
(phosphate 10 mM, pH 9,9 + SDS, 5 fois la concentration micellaire critique, la 

20 seconde fois avec un tampon a pH neutre (phosphate 10 mM, pH 6,9 + Tween 
20 0,05 %) et la troisieme fois dans 280 a/I de PEG contenant de I'ADN de 
sperme de saumon. 

Dans tes deux cas 20 pi d'ODN complementaire a I'ODN du temoin 
positif marques a la peroxydase de raifort (17 mers, concentration 9 nmoles/ml) 

25 sont ajoutes. 

Les deux temoins sont a nouveau incubes une heure a temperature 
ambiante et sont encore separes pour etre disperses de nouveau dans 400 p\ de 
PEG contenant de I'ADN de sperme de saumon. 

50 p\ d'ortho-phenylenediamine sont ajoutes a 50 p\ de particules. La 
30 reaction enzymatique est effectuee pendant 5 minutes et arretee par I'addition 
de 50 // 1 d'acide sulfurique (1M). 
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Les particules sont separes du surnageant et ce dernier est dose par 
methode colorimetrique sur un appareil Axia Microreader (norn commercial, 
bioMerieux) a 492 et 630 nm. 

Le temoin positif donne une densite optique de 2 000 unites de D.O, 
5 alors que le temoin negatif donne une densite de 1 000 unites de D.O. 

La fluctuation de taille observee, avant et apres polymerisation dans 
les exemples qui precedent, est attribuee a la combinaison des deux 
phenomenes suivants : a) une eventuelle evaporation d'une parie de la phase 
10 organique et b) la conversion de la polymerisation d'un exemple a I'autre. Le 
taux d'oxyde de fer apres polymerisation est sensiblement du meme ordre de 
grandeur que dans I'emulsion utilisee avant polymerisation. 
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REVINDICATIONS 



1. Nanospheres composites caracterisees en ce qu'elles presentent 
un diametre compris entre environ 50 et 1 OOO nm plus ou moins 5%, de 
preference entre environ 100 et 500 nm plus ou moins 5% et avantageusement 
entre 100 et 200 nm plus ou moins 5%. et comprennent : 

- un cceur essentiellement liquide constitue d'une phase organique et 
de nanoparticules inorganiques distributes a I'interieur de la phase organique, et 

- une enveloppe constitute au moms d'un polymere hydrophile qui 
est issu de la polymerisation d'au moins un monqmere hydrosoluble, en 
particulier un N-alkylacrylamide ou un N-N-dialkylacrylamide. 

2. Nanoparticules composites selon la revendication 1, caracterisees 
en ce que le monomere hydrosoluble est choisi parmi le N-isopropylacrylamide, 
le N-methylacrylamide, le N-ethylmethacrylamide. le N-n-propylacrylamide, le N- 
n-propylmethacrylamide, le N-isopropylmethacrylamide, le N- 
cyclopropylacrylamide. le N,N-diethylacrylamide, le N-methyl-N- 
isopropylacrylamide, le N-methyl-N-n-propylacrylamide. 

3. Nanospheres composites selon la revendication 1, caracterisees 
en ce que le cceur essentiellement liquide comprend : 

- (i) un hydrocarbure aliphatique ou cyclique choisi parmi les 
composes comprenant de 5 a 12 atomes de carbone, leurs isomeres et leurs 
melanges. 

- (ii) des nanoparticules inorganiques choisies parmi les oxydes 
metalliques de fer. de titane, de cobalt, de zinc, de cuivre, de manganese, de 
nickel ; la magnetite ; I'hematite, les ferrites telles que les ferrites de 
manganese, nickel, manganese-zinc; les alliages de cobalt, nickel ; les zeolites ; 
le talc ; les argiles telles que bentonite et kaolin ; I'alumine ; la silice ; le 
graphite ; le noir de carbone ou autres materiaux inorganiques. 

4. Nanospheres composites selon la revendication 3, caracterisees 
en ce que les nanoparticules sont choisies parmi les oxydes metalliques de fer, 
de titane, de cobalt, de zinc, de cuivre, de manganese, de nickel ; la magnetite ; 
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I'hematite, les ferrites telles que les ferrites de manganese, nickel, manganese- 
zinc; les alliages de cobalt, nickel. 

5. Nanospheres composites selon la revendication 3, caracterisees 
en ce que le cceur comprend de plus un marqueur, tels qu'un marqueur 

5 fluorescent, luminescent ou radioactif. 

6. Nanospheres composites selon la revendication 3. caracterisees 
en . ce que I'hydrocarbure est choisi parmi le pentane, I'hexane, I'heptane, 
I'octane, le nonane, le decane, le undecane et le dodecane. 

7. Nanospheres composites selon I'une quelconque des 
io revendications precedentes, caracterisees en ce que les nanoparticules 

inorganiques representent de 5 a 95%, de preference de 10 a 90%, de maniere 
encore plus preferee de 20 a 80% et avantageusement de 50 a 80% en masse 
par rapport a la masse totale des nanospheres composites. 

8. Nanospheres composites selon I'une quelconque des 
15 revendications precedentes, caracterisees en ce que I'enveloppe comprend un 

polymere hydrophile tel que defini dans les revendications 1 ou 2, ledit polymere 
constituant une couche externe de ladite enveloppe et un polymere hydrophobe 
qui constitue une couche interne de ladite enveloppe, situee a I'interface entre 
la couche externe de I'enveloppe et le cceur essentiellement liquide. 

20 9. Nanospheres composites selon la revendication 8, caracterisees 

en ce que le polymere hydrophobe est choisi parmi les homopolymeres de 
monomeres vinylaromatiques insolubles dans I'eau, tels que styrene, 
methylstyrene, ethylstyrene, tertio-butyl-styrene, vinyltoluene, ainsi que les 
copolymeres de ces monomeres enrre eux et/ou avec d'autres comonomeres, 

25 tels que les acrylates d'alkyle et les methacrylates d'alkyle dans lequels le 
groupement alkyle comprend de 3 a 10 atomes de carbone, les esters d'acides 
ethyleniques possedant 4 ou 5 atomes de carbone et d'alkyle possedant 1 a 8 
atomes de carbone, les acides methacryliques, les derives styreniques, les 
composes dieniques. 

30 10. Nanoparticules composites selon les revendications 1 a 9, 

caracterisees eh ce qu'eiles presentent de plus a la surface de I'enveloppe des 
groupements fonctionnels reactifs, tels que des groupements carboxylique, 
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amine, thiol, aldehyde, hydroxy!, tosyl, hydrazine, susceptibles de reagir avec 
au moins un ligand. 

1 1 . Conjugues derives des nanoparticules composites selon la 
revendication 10, caracterisees par le fait qu'ils sont couples a au moins un 
ligand choisi parmi un anticorps, un fragment d'anticorps, une proteine, un 
polypeptide, une enzyme, un polynucleotide, une sonde, une amorce, un 
fragment d'acide nucleique et la biotine. 

12. Reactif, comprenant entre autre au moins une nanosphere telle 
que definie dans les revendications 1 a 10 ou un conjugue tel que defini dans la 
revendication 11. 

13. Composition diagnostique comprenant entre autre un reactif tel 
que defini dans la revendication 1 1 . 

14. Utilisation d'un reactif tel que defini dans la revendication 1 1 ou 
d'une composition telle que definie dans la revendication 12 dans un essai de 
diagnostic. 

15. Conjugues derives de nanospheres composites selon les 
revendications 1 a 9, caracterises en ce qu'ils sont couples a au moins un ligand 
choisi parmi les substances medicamenteuses. les sondes anti-sens, les agents 
reparateurs de genes ou les genes d'interet therapeutique, les agents bloquant 
ou inhibant une activite proteique. 

16. Composition therapeutique ou prophylactique, caracterisee en ce 
qu'elle comprend. entre autre, un conjugue selon la revendication 15. 

17. Utilisation d'un conjugue selon la revendication 15 pour la 
preparation d'une composition therapeutique ou prophylactique. 

18. Conjugues derives de nanospheres composites selon les 
revendications 1 a 8, caracterisees par le fait qu'elles sont couplees a au moins 
un ligand choisi parmi les molecules cages, les agents chelatants et les 
catalyseurs. 

19. Procede de preparation de nanospheres composites selon lequel, 
(i) on dispose d'une emulsion de depart stable et isodisperse 

constitute de deux phases non miscibles, une phase A hydrophobe constitute 
de gouttelettes contenant des nanoparticules inorganiques dispersees de 
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maniere homogene dans une phase organique contenant un agent tensio actif, 
ladite phase A etant dispersee dans une phase B hydrophile. 

(ii) on introduit dans la phase hydrophile B au moins un monomere 
hydrosoluble, un agent de reticulation hydrosoluble et un amorceur de 
polymerisation hydrosoluble, et on polymerise le monomere hydrosoluble en 
presence de I'agent de reticulation et de I'amorceur. 

20. Procede selon la revendication 19. selon lequel prealablement a 
I'etape (ii) on introduit dans la phase hydrophile au moins un monomere 
hydrophobe et un premier amorceur de polymerisation et on introduit. si 
necessaire, a I'etape (ii) un deuxieme amorceur de polymerisation. 

21. Procede selon les revendications 19 et 20, selon lequel le 
premier amorceur hydrosoluble de polymerisation et eventuellement le deuxieme 
amorceur de polymerisation sont introduits dans la phase hydrophile soit 
simultanement a I'addition des monomeres hydrosoluble et hydrophobe 
respectifs, soit prealablement ou posterieurement a I'addition des monomeres 
hydrosoluble et hydrophobe respectifs. 

22. Procede selon I'une quelconque des revendications 19 a 21, 
dans lequel I'amorceur hydrosoluble est choisi parmi les sels de peroxydisulfate, 
c'est a dire les persulfates, tels que le persulfate de potassium, le persulfate de 
sodium et le persulfate d'ammonium ; les hydroperoxydes, tels que, 
I'hydroperoxyde de cumene ; le peroxyde d'hydrogene ; I'hydrochlorure de 2-2'- 
azobis-amidinopropane, le dimethyl 2. 2'-azobis(2-methylpropionate), le 4.4'- 
azobis(4-acide cyanovalerique) et le 2,2'-azobis(2-cyanopropanol). 

23. Procede selon I'une quelconque des revendications 19 a 21, 
caracterise en ce que le monomere hydrosoluble est choisi parmi les N- 
alkylacrylamide et N-N-dialkylacrylamide, en particulier le N-isopropylacrylamide. 
le N-methylacrylamide. le N-ethylmethacrylamide, le N-n-propylacrylamide. le N- 
n-propylmethacrylamide, le N-isopropylmethacrylamide, 1 le N- 
cyclopropylacrylamide, le N.N-diethylacrylamide. le N-methyl-N- 
isopropylacrylamide, le N-methyl-N-n-propylacrylamide et le monomere 
hydrophobe est choisi parmi les monomeres vinylaromatiques insolubles dans 
I'eau. tels que styrene, methylstyrene, ethylstyrene, tertio-butyl-styrene. 



WO 01/33223 



21 



PCT/FR00/O3085 



vinyltoluene. ainsi que les copolymeres de ces monomeres entre eux et/ou avec 
d'autres comonomeres, tels que les acrylates d'alkyle et les methacrylates 
d'alkyle dans lequels le groupement alkyle comprend de 3 a 10 atomes de 
carbone, les esters d'acides ethyleniques possedant 4 ou 5 atomes de carbone 
et d'alkyle possedant 1 a 8 atomes de carbone, les acides methacryliques, les 
derives styreniques, les composes dieniques. 

24. Procede selon la revendication 20, caracterise en ce que le 
monomere hydrophobe est choisi parmi les monomeres vinylaromatiques 
insolubles dans I'eau, tels que styrene. methylstyrene. ethylstyrene. tertio-butyl- 
styrene, vinyltoluene, ainsi que les copolymeres de ces monomeres entre eux 
et/ou avec d'autres comonomeres, tels que les acrylates d'alkyle et les 
methacrylates d'alkyle dans lequels le groupement alkyle comprend de 3 a 10 
atomes de carbone, les esters d'acides ethyleniques possedant 4 ou 5 atomes 
de carbone et d'alkyle possedant 1 a 8 atomes de carbone, les acides 
methacryliques, Jes derives styreniques, les composes dieniques. 

25. Procede selon I'une quelconque des revendications 19 a 24, 
dans lequel I'agent de reticulation hydrosoluble est choisi parmi le N.N'- 
methylenebisacrylamide (MBA) et I'ethylene glycol dimethacrylate. 

26. Procede selon I'une quelconque des revendications 19 a 26, 
dans lequel la phase organique hydrophobe A est une phase comprenant un 
hydrocarbure aliphatique ou cyclique choisi parmi les composes comprenant de 
5 a 12 atomes de carbone, leurs isomeres et leurs melanges, en particulier 
parmi le pentane, I'hexane, I'heptane, I'octane, le nonane, le decane, le 
undecane, le dodecane et la phase B est une phase aqueuse, en particulier de 
I'eau. 

27. Procede selon I'une des revendications 19 a 26, caracterisee en 
ce que la polymerisation est effectuee par elevation de la temperature jusqu'a 
environ 60 a environ 90°C, de preference a environ 70°C, en presence de 
I'amorceur de polymerisation ou par photochimie a I'aide de rayonnements, tels 
que des rayonnements UV ou d'un faisceau laser. 
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